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1. UVOD 
 
Bakterije mliječne kiseline su gram – pozitivne, nesporogene bakterije koje 
obuhvaćaju više bakterijskih rodova, od kojih su za prehrambenu industriju najznačajniji: 
Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus i Lactobacillus. Prirodno su 
prisutne na susptratima bogatim hranjivim tvarima, kao što su meso, mlijeko i povrće, te u 
humanom gastrointestinalnom sustavu. Predstavnici roda Lactobacillus, koji su prisutni u 
humanom gastrointestinalnom i urinarnom traktu kao sastavni dio mikrobiote, definirani 
su kao probiotički sojevi (Kaur Sarao i Arora, 2017; Slover i Danziger, 2008). Među 
laktobacilima najraznovrsniji je Lactobacillus plantarum, uključujući sojeve sa vrijednim 
tehnološkim mogućnostima i značajkama probiotika (da Silva Sabo i sur., 2014; Guidone i 
sur., 2014), te se koristi kao funkcionalna starter kultura u fermentaciji različitih 
namirnica. Lactococcus lactis, koja je fakultativno anaerobna, nepatogena bakterija te ima 
GRAS status, ima značajnu primjenu u prehrambenoj industriji. Često je prisutna na 
životinjama i površini biljaka, te se najčešće izolira iz mliječnog okoliša ili biljnog 
materijala. L. lactis jedna je od najbolje okarakteriziranih gram – pozitivnih bakterija. 
Osim što doprinosi okusu namirnica, kao BMK proizvodi kiselinu koja konzervira hranu.  
Humani gastrointestinalni sustav je specifičan ekosustav koji sadrži veliki broj 
različitih bakterijskih vrsta. Mikroorganizmi intestinalne mikroflore mogu imati pozitivne, 
ali i negativne učinke (poremećaj ravnoteže gastrointestinalnog sustava) na ljudsko 
zdravlje. Probiotici koji se primjenjuju u prehrani, definiraju se kao „živi mikrobni dodaci 
prehrani ili komponente bakterija koje iskazuju povoljne učinke na zdravlje ljudi“ (Kaur 
Sarao i Arora, 2017; Salminen i sur., 2008).  
 Mikroinkapsulacija probiotičkh stanica uglavnom se koristi za zaštitu živih stanica 
probiotika od nepoželjnih uvjeta okoline (Leboš Pavunc i sur., 2011; Champagne i 
Kailasapathy, 2008), omogućava stabilizaciju bakterijskih stanica tj. poboljšava njihovu 
aktivnost i stabilnost tijekom proizvodnje, skladištenja i korištenja. Svrha 
mikroinkapsulacije živih stanica probiotika je smanjiti pad broja živih stanica dodatkom 
probiotika u hranu, dok ne dosegnu ciljno mjesto djelovanja, odnosno dok ne dođu do 
crijeva. 
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Glavni cilj mikroinkapsulacije stanica probiotika, osim zaštite stanica od nepovoljnih 
uvjeta specifičnog mikrookoliša, je omogućiti njihovo otpuštanje u crijevima u visokom 
broju preživjelih mikrobnih stanica uz očuvanje metaboličke aktivnosti. 
Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj mikroinkapsulacije na preživljavanje probiotičkih 
bakterija Lactobacillus plantarum i Lactococcus lactis u simuliranim uvjetima 
gastrointestinalnog trakta pri čemu je provedena mikroinkapsulacija u alginatu, 
κ-karagenanu i kazeinu djelovanjem enzima transglutaminaze. Osim toga ispitan je utjecaj 
liofilizacije mikroinkapsuliranih bakterijskih stanica u alginatu primjenom različitih 
lioprotektora. Tako pripremljene stanice podvrgnute su simuliranim uvjetima 
gastrointestnalnog trakta te je praćeno njihovo preživljavanje. 
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2. TEORIJSKI DIO 
 
2.1. BAKTERIJE MLIJEČNE KISELINE 
 
Naziv bakterije mliječne kiseline (BMK) obuhvaća bakterije koje proizvode mliječnu 
kiselinu iz laktoze, a provode fermentaciju i koagulaciju mlijeka. To je skupina gram – 
pozitivnih, nesporogenih bakterija. Ove bakterije su acidotolerantne i katalaza negativne. 
Obuhvaćaju više bakterijskih rodova, a neki od najznačajnijih rodova u prehrambenoj 
industriji su: Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus i Lactobacillus. Rodovi 
BMK se međusobno razlikuju na temelju morfoloških karakteristika, metaboličkom putu 
fermentacije glukoze, sposobnosti rasta pri visokim koncentracijama soli i različitim 
temperaturama, te toleranciji na različite pH vrijednosti (Šušković i sur., 2010). BMK imaju 
važnu ulogu u konzerviranju hrane. U razvijenom svijetu, BMK se učestalo konzumiraju u 
mliječnim proizvodima kao što su sir i jogurt (Desai, 2008). Upotreba mliječnih starter kultura 
postala je važan aspekt prehrambene industrije tijekom 21. stoljeća. U današnje vrijeme broj 
komercijalnih namirnica koje se deklariraju kao funkcionalna hrana je u porastu, te je na 
tržištu dostupan i sve veći broj farmaceutskih pripravaka koji promoviraju zdravstvene tvrdnje 
na temelju karakteristika određenih sojeva BMK. Većina tih sojeva nije u potpunosti 
znanstveno istraženo i stoga deklarirane tvrdnje nisu precizne. Općenito, sojevi iz rodova 
BMK su prisutni u staništima bogatim hranjivim tvarima, kao što su različiti prehrambeni 
proizvodi (mlijeko, meso, povrće), a neke su dio mikrobiote usne šupljine, crijeva i rodnice 
sisavaca. Učestalo su prestavnici roda Lactobacillus, koji su prisutni u gastrointestinalnom i 
urinarnom traktu ljudi kao sastavni dio mikrobiote, definirani kao probiotički sojevi (Kaur 
Sarao i Arora, 2017; Slover i Danziger, 2008). Tako se primjerice Lactobacillus plantarum 
koristi kao funkcionalna starter kultura u fermentaciji različitih namirnica. Ovaj soj je 
heterofermentativan, fakultativno anaeroban mikroorganizam koji može rasti u rasponu 
temperatura od 15°C do 45°C. Uspješno se može izolirati iz različitih ekoloških niša kao što 
su biljni materijali, mlijeko, mesni proizvodi, riba, otpadne vode te želudac i intestinalni trakt 
ljudi i životinja. Među laktobacilima je najraznovrsniji, uključujući sojeve s vrijednim 
tehnološkim mogućnostima i značajkama probiotika (da Silva Sabo i sur., 2014; Guidone i 
sur., 2014). Osim toga, probiotički sojevi L. plantarum imaju različite primjene s obzirom da 
mogu provoditi fermentativne i metaboličke procese, kao što su povećanje količine 
specifičnih korisnih sastojaka (vitamini u fermentiranim prehrambenim proizvodima), 
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održavanje zdravlja korisnika, s obzirom na njihovo imunomodulacijsko djelovanje i de novo 
sintezu vitamina u želucu čovjeka (Arena i sur., 2014, 2015). Značajna BMK u prehrambenoj 
industriji je Lactococcus lactis koja je fakultativno anaerobna bakterija. Pripada skupini 
nepatogenih, mezofilnih, homofermentativnih, gram - pozitivnih bakterija te ima GRAS 
status. Često je prisutna na životinjama i površini biljaka, te se najčešće izolira iz mliječnog 
okoliša ili biljnog materijala. Prilikom inokulacije u mlijeko koristi enzime za proizvodnju 
ATP-a iz laktoze, a kao nusproizvod nastaje mliječna kiselina. Koristi se u industrijskoj 
proizvodnji mliječnih proizvoda kao što su mlijeko, jogurt, sir, sojino mlijeko, maslac, te u 
proizvodnji ukiseljenog povrća, piva, vina, nekih vrsta kruha te ostalih fermentiranih 
namirnica. L. lactis za rast koristi glukozu, arginin, metionin, glutamat i valin. Kao izvore 
ugljika koristi glukozu, laktozu, maltozu, saharozu, manitol, galaktozu, fruktozu, glukozamin 
i trehalozu. L. lactis jedna je od najbolje okarakteriziranih gram – pozitivnih bakterija. Osim 
što doprinosi okusu namirnica, kao BMK proizvodi kiselinu koja konzervira hranu. Neki 
sojevi se mogu primjeniti kao biokonzervansi kao rezultat proizvodnje bakteriocina, 
primjerice soj L. lactis koji sintetizira nisin. Tijekom posljednja dva desetljeća značajno se 
povećala primjena ove bakterije u prehrambenoj industriji, a u znanstvenim istraživanjima se 
primjenjuje kao modelni mikroorganizam gram – pozitivnih bakterija umjesto B. subtilis i L. 
plantarum ili Gram – negativne E. coli (Song i sur., 2017; Garcia - Fruitos, 2012). Većina 
probiotičkih bakterija upravo je okarakterizirana iz rodova BMK. 
 
2.2. DEFINICIJA PROBIOTIKA I KARAKTERISTIKE PROBIOTIČKIH 
SOJEVA 
 
Riječ probiotik je izvedenica grčkih riječi „pro“ i „bios“ što znači „za život“. Izraz probiotik 
su 1965. godine koristili Lilly i Stillwell za produkte koje izlučuje jedan organizam kako bi se 
potaknuo rast drugog organizma (Gupta i Garg, 2009). Zatim je Parker 1974. godine definirao 
probiotike kao „organizme i tvari koje pridonose mikrobnoj intestinalnoj ravnoteži“, a Fuller 
je 1989. godine proširio definiciju kao „živi mikrobni dodatak prehrani koji djeluje korisno na 
zdravlje domaćina poboljšavajući mu intestinalnu mikrobnu ravnotežu“. Suvremene definicije 
probiotika odnose se na živi mikrobni dodatak prehrani koji blagotvorno djeluje na domaćina 
iskazivanjem funkcionalnih učinaka u gastointestinalnom traktu (Kaur Sarao i Arora, 2017; 
Salaminen i sur., 2001; Mc Farland 2000). Stoga se probiotički sojevi kontinuirano 
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primjenjuju za modulaciju sastava narušene ravnoteže crijevne mikrobiote domaćina. 
Probiotici koji se primjenjuju u prehrani, definiraju se kao „živi mikrobni dodaci prehrani ili 
komponente bakterija koje iskazuju povoljne učinke na zdravlje ljudi“ (Kaur Sarao i Arora, 
2017; Salminen i sur., 2008). Važno funkcionalno svojstvo ovih bakterija je i sposobnost 
inhibicije rasta nepoželjnih mikroorganizama odnosno mogućnost antimikrobnog djelovanja. 
Probiotički sojevi BMK  iskazuju poželjne učinke na zdravlje domaćina, što je ustanovljeno 
znanstvenim istraživanjima i potvrđeno kliničkim studijama. Rodovi bakterija mliječne 
kiseline (BMK) Lactobacillus i Bifidobacterium najčešće se primjenjuju kao probiotici 
(Šušković i sur., 2010; Holzapfel i sur., 2001). No pojedini bakterijski sojevi iz rodova 
bakterija Escherichia, Enterococcus, Streptococcus, ali i kvasac Saccharomyces, su također 
okarakterizirani kao probiotici.  
Prema znanstvenim studijama dokazan je učinak probiotičkih sojeva na prevenciju i 
smanjenje učestalosti dijareje, zatim uspostavljanje narušene ravnoteže crijevne mikrobiote 
kao rezultat antimikrobne aktivnosti probiotičkih sojeva, olakšavanje simptoma intolerancije 
na laktozu, sprječavanje alergijskih reakcija na pojedine sastojke hrane, imunomodulacijsko 
djelovanje i antitumorske aktivnosti (Kaur Sarao i Arora, 2017; Anderson i sur., 2001). 
Probiotičke bakterije doprinose zdravlju ljudi poboljšavajući ravnotežu crijevne mikrobiote u 
prvom redu kompetitivnom ekskluzijom patogena. Pojedine probiotičke bakterije iskazuju 
imunomodulacijske učinke, utječu na smanjenje koncentracije kolesterola u krvi, te sudjeluju 
u sintezi vitamina. Važan kriterij prilikom primjene probiotičkog pripravaka je preživljavanje 
prisutnog probiotičkog soja tijekom samog procesa biotehnološke proizvodnje , a u konačnici 
prepoznatljivost samog proizvoda od strane potrošaća - domaćina (Kaur Sarao i Arora, 2017; 
Heenan i sur., 2004). Općenito preporučena dnevna doza iznosi 106 CFU/g za sojeve 
Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium bakterije, ali i za druge probiotičke sojeve 
(Boylston i sur., 2004). 
Većina probiotičkih bakterija upravo su predstavnici sojeva iz rodova Lactobacillus i 
Bifidobacterium (Guarner i sur., 2005; Sanders, 2003; Salminen i von Wright, 1998). Da bi se 
pojedini soj u konačnici mogao primjeniti kao probiotik potrebno je ispuniti stroge izborne 
kriterije, uključujući otpornost na nepoželjne uvjete gastrointestinalnog trakta (otpornost na 
želučanu kiselinu i žučne soli), da nisu toksični i bez prenosivih gena odgovornih za 
antibiotičku rezistenciju tj. da su sigurni za humanu upotrebu, te funkcionalne izborne 
kriterije poput sinteze antimikrobnih komponenti, primjerice bakteriocina. Odabrani sojevi 
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pokazuju i sposobnost adhezije i kolonizacije u GIT (Kaur Sarao i Arora, 2017; Guarner i 
sur., 2005;  Morelli, 2000). 
Prilikom odabira pojedinog mikrobnog soja kao probiotika potrebno je ispuniti 
slijedeće zahtjeve (Kaur Sarao i Arora, 2017, Harish and Varghese, 2006): 
 izolacija iz bakterijskih vrsta autohtonih domaćinu  
 netoksičnost i nepatogenost 
 sposobnost preživljavanja tijekom prolaska kroz GIT 
 dokazan poželjan učinak na zdravlje domaćina-funkcionalni kriteriji 
 sposobnost preživljavanja u visokom broju živih mikrobnih stanica (CFU/ml; 
CFU/g) tijekom proizvodnje, skladištenja i primjene.  
 
Probiotički sojevi prema definiciji su živi mikroorganizmi koji primjenjeni u dovoljno visokoj 
koncentraciji mikrobnih stanica doprinose zdravlju domaćina (Kaur Sarao i Arora, 2017, 
FAO/WHO, 2002). Na tržištu je prisutan veliki broj komercijalnih probiotičkih pripravaka, 
koji sadrže jedan ili više mikrobnih sojeva, a koji su namjenjeni za raznovrsne zdravstvene 
učinke. U Tablici 1. su navedeni bakterijski sojevi iz četiri roda BMK koje se najčešće 
primjenjuju kao probiotici (Minocha, 2009, Marco i sur., 2006), ali probiotički pripravci 
prisutni na tržištu sadrže sojeve i iz drugih rodova, kao što su Propionibacterium, Escherichia 
i Enterococcus  (Ouwehand i sur., 2002). 
 
Lactobacillus sp. Bifidobacterium sp. Enterococcus sp. Streptococcus sp. 
L. acidophilus B. bifidum Ent. faecalis S. cremosis 
L. casei B. adolescentis Ent. faecalis S. salivarius 
L. delbrueckii ssp. 
     (bulgaricus)         
B. animalis  S. diacetylactis 
L. cellobiosus B. infantis  S. intermedius 
L. curvatus B. thermophilum   
L. fermentum B. longum   
L. lactis    
L. plantarum    
L. reuteri    
L. brevis    
 
Tablica 1. Sojevi bakterija mliječne kiseline koji su najčešće zastupljeni u probiotičkim 
pripravcima (Kaur Sarao i Arora, 2017; Parvez i sur., 2006). 
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2.2.1. Uloga probiotika u funkcionalnoj hrani 
 
S porastom razumijevanja suvremenog potrošača o povezanosti uloge prehrane na zdravlje 
čovjeka, povećan je interes za hranom koja može doprinjeti očuvanju zdravlja, tkz. 
funkcionalom hranom. Funkcionalna hrana definirana je kao hrana koja omogućuje specifičan 
zdravstveni učinak preko i iznad njenog prirodnog nutritivnog statusa (Kaur Sarao i Arora, 
2017; Gibson and Rastall, 2004). Funkcionalna hrana je isključivo prehrambena namirnica i 
ne može se primjeniti u bilo kojem drugom obliku primjerice kao kapsula, a neophodno je da 
iskazuje specifičan zdrastveni učinak upravo u količini koja se uobičajeno konzumira 
prehranom. Hrana se smatra funkcionalnom kada njena primjena uzrokuje poželjne 
zdravstvene učinke na jedan ili više ciljanih mjesta u tijelu (Isolauri i sur., 2002). U 
suvremenom konceptu funkcionalne hrane istaknut je interes za gastrointestinalnim 
interakcijama mikrobiote i domaćina (Salminen i sur., 1998), što je usmjerilo znanstvenu 
zajednicu prema istraživanjima dominantnih vrsta mikroorganizama u intestinalnom traktu, 
prisutnoj autohtonoj mikrobioti, koje imaju važnu ulogu u očuvanju zdravlja domaćina, 
odnosno osobit je interes prema odabiru potencijalnih kandidata za probiotičke bakterije. 
Primjena  probiotičkih sojeva je jedno od obećavajućih područja za razvoj funkcionalne hrane 
(Kaur Sarao i  Arora, 2017) 
Bakterije iz roda Bifidobacterium su značajan udio mikrobiote gastrointestinalnog trakta 
jer metabolička aktivnost bakterija ove vrste doprinosi održavanju ravnoteže mikrobiote 
gastrointestinalnog trakta (Kaur Sarao i Arora, 2017; Gibson and Roberfroid, 1995). Dokazani 
poželji učinci ovih bakterija proizlaze iz interakcija prisutnih u mikrookolišu GIT - a i 
dostupnih hranjivih tvari koje selektivno potiču rast odnosno koje omogućavaju 
preživljavanje i aktivnost bifidobakterija (engl. bifidogenic factors), te njihovu ulogu kao 
izvora ugljika i energije u crijevima. 
 
2.2.2. Selekcijski kriteriji za probiotičke sojeve 
Primjena probiotičkih sojeva s ciljem poboljšanja nutritivnog statusa i/ili zdravlja domaćina 
može biti egzogena i endogena. Pri egzogenoj primjeni, probiotički sojevi se koriste za 
fermentaciju različitih namirnica, što omogućuje konzerviranje nutrijenata i u njihovu 
dostupnost (Kaur Sarao i Arora, 2017; Desai, 2008). Osim toga, probiotički mikroorganizmi 
metaboliziraju šećer laktozu u jogurtu, čineći hranu prihvatljivom za potrošače koji su 
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netolerantni na laktozu. Osobito značajna karakteristika probiotika koji djeluju egzogeno je 
sinteza tvari koje imaju antimikrobni ili antikancerogeni učinak ili iskazuju svojstva 
farmaceutika. Odabir mikrobnih sojeva, s ciljem njihove terapijske primjene ili primjene u 
prehrambene svrhe, utemeljen je na specifičnim zahtjevima (Kaur Sarao i Arora, 2017; Desai, 
2008). Probiotici koje domaćin unosi u organizam moraju ispunjavati selektivne kriterije. 
 
Kako bi iskazali svoje pozitivne učinke probiotički sojevi moraju prvo preživjeti u visokom 
broju živih stanica na ciljnom mjestu djelovanja. Da bi se uopće razmotrili za karakterizaciju 
kao probiotici, prvi selektivni kriterij je genetička stabilnost odabrane vrste. Zatim je potrebno 
da koloniziraju specifičan mikrookoliš (Kaur Sarao i Arora, 2017; Desai, 2008), te da su 
tolerantni na imunosustav domaćina i da ne potiču stvaranje antitijela. No pojedini sojevi 
mogu i poticati specifične komponente imunološkog sustava i time potaknuti obranu protiv 
patogenih mikroorganizama. Prilikom proizvodnje probiotika važno je da se mikroorganizmi 
razmnožavaju brzo i u ekonomski prihvatljivom hranjivom mediju, te da se održe u visokom 
broju preživjelih mikrobnih stanica tijekom proizvodnje i skladištenja (Kaur Sarao i Arora, 
2017; Desai, 2008). Kandidati za probiotičke sojeve mogu se odabirati primjenom in vitro 
metoda, kao što su: preživljavanje sojeva tijekom proizvodnje i skladištenja, osjetljivost na 
niske pH vrijednosti, želučane sokove, žuč, gušteraču, crijevne sokove, sluznice crijeva i 
dišnih puteva što se ispituje primjenom modela in vitro staničnih kultura, te interakcija s 
patogenim mikroorganizmima. Ukoliko su in vitro istraživanja uspješna, provode se daljnja 
istraživanja in vivo na životinjama i kasnije dugotrajna klinička istraživanja. Zahtjevi koje 
moraju ispuniti kandidati za probiotičke sojeve (Kaur Sarao i Arora, 2017; Salminen i von 
Wright, 1998) s ciljem primjene kod ljudi su: 
 preživljavanje u uvjetima ciljnog mjesta djelovanja 
 sposobnost adhezije i kolonizacija u ciljnom mjestu djelovanja 
 isključenost imunološke reakcije domaćina protiv sojeva probiotika 
 isključenost patogenih, alergijskih, toksičnih, mutagenih ili kancerogenih 
reakcija domaćina uslijed primjene probiotičkih sojeva, njegovih 
fermentacijskih produkata ili komponenata bakterijskih stanica  
 genetička stabilnost 
 jednostavna i reproducibilna proizvodnja 
 preživljavanje tijekom proizvodnje i skladištenja 
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Poželjni učinci sojeva iz roda Bifidobacterium su prikazani na Slici 1. Stoga je primjena ovih  
bakterija kao probiotika obećavajuća (Kaur Sarao i Arora, 2017; Champagne i sur., 1994). 
Pojedini sojevi probiotika imaju antikancerogene učinke koji se očituju kao: 
 mogućnost uklanjanja prokancerogena 
 modulacija kancerogenih enzima 
 sprječavanje tumora 
 
Osim toga primjena probiotičkih sojeva predstavlja učinkovitu terapiju za ponovno 
uspostavljanje ravnoteže intestinalne mikrobiote uzrokovane kao posljedica terapije 
antibioticima (Kaur Sarao i Arora, 2017; Gibson i sur., 1995). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1. Shematski prikaz zdravstvenih učinaka probiotika  (Kaur Sarao i Arora, 2017; Parvez 
i sur., 2006). 
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2.2.3. Funkcionalna svojstva probiotičkih bakterija 
 
Probiotički mikroorganizmi koji se unose oralnim putem moraju barem prolazno preživjeti u 
želucu i tankom crijevu kako bi iskazali svoje pozitivne učinke. Iako se to smatra minimalnim 
zahtjevom, mnoge bakterije, uključujući L. delbrueckii subsp. bulgaricus i  S. thermophilus, 
koje proizvode jogurt, često ne prežive dolazak u donji dio tankog crijeva (Kaur Sarao i 
Arora, 2017; Desai, 2008). Razlog tome su najvjerojatnije niske pH vrijednosti u želucu. 
Većina mikroorganizama, uključujući laktobacile, koji su acidotolerantni, mogu preživjeti 
kratak vremenski period u tim uvjetima. Stoga, da bi probiotici iskazali svoje funkcionalne 
učinke, primjenjuju se različita tehnološka riješenja za zaštitu mikrobnih stanica i onih 
odabranih sojeva koji preživljavaju pri niskoj pH vrijednosti, primjerice unose se putem 
puferiranih sustava kao što su jogurt, mlijeko i ostala hrana. 
Većina dokazanih zdravstvenih učinaka probiotika odnose se na očuvanje zdravlja GIT - a. 
GIT čovjeka sadrži kompleksnu mikrobiotu, bez čijeg uravnoteženog sastava i aktivnosti nije 
moguće preživjeti (Kaur Sarao i Arora, 2017; Round i Mazmanian, 2009). Probiotici se mogu 
adhezirati na epitel crijeva i time spriječiti invaziju patogenih sojeva što se naziva otpornost 
na kolonizaciju (Sherman i sur., 2009; Gueimonde i sur., 2007; Saxelin i sur., 2005). 
Kako bi se postigao značajan zdravstveni učinak, probiotici u crijevima moraju preživjeti 
niske pH vrijednosti, te visoke koncentracije žučnih soli u želucu. Visoke koncentracije 
kiselina u želucu su prirodna prepreka nepoželjnim mikroorganizmima, a također smanjuju 
broj preživjelih mikrobnih stanica probiotika (Heidebach i sur., 2012; Ross i sur., 2005; Naidu 
i sur., 1999). Stoga se istražuju metode koje će omogućiti neometan prolazak probiotičkih 
sojeva kroz želudac, a osobito su značajne različite metode imobilizacije stanica. Primjenjuju 
se različiti polimeri za mikroinkapsulaciju, primjerice alginat, κ-karagenan, hitozan, škrob ili 
ksantan ili gelan guma, pa i celuloza – acetat - ftalat.  
Celuloza – acetat - ftalat je polimer koji se primjenjuje za kontrolirano otpuštanje lijekova u 
medicinske svrhe, pa se i koristi za mikroinkapsulaciju stanica probiotika. Njegova primjena 
prilikom inkapsulacije probiotičkih sojeva pokazala je značajni zaštitni utjecaj na 
preživljavanje bakterijskih stanica u simuliranim uvjetima želuca (Heidebach i sur., 2012; 
O’Riordan i sur., 2001).  
Zaštitni utjecaj inkapsuliranih stanica probiotika ovisi o fizikalnim karakteristikama i 
veličini matriksa kapsule. No na preživljavanja inkapsuliranih stanica probiotika utječu 
preostali čimbenici tijekom simuliranog prolaska kroz želudac, odnosno sama osjetljivost 
mikrobnog soja i sadržaj želučane tekućine. Preživljavanje određenog soja bakterije pri 
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niskim pH vrijednostima najčešće je uvjetovana aktivnošću membranskog ionskog 
transportnog sustava koji izaziva proton pokretačka sila. Reguliranje kapaciteta 
citoplazmatskog pH, pri niskim ekstracelularnim pH vrijednostima, ovisi o aktivnosti 
enzimskog kompleksa H
+ 
- ATP-aze, što se razlikuje od soja do soja (Heidebach i sur., 2012; 
Matsumoto i sur., 2004).  
Nakon prolaska kroz želudac, stanice probiotika moraju uspješno preživjeti uvjete 
mikrookoliša prisutne u crijevima. Prilikom inkubacije bakterijskih stanica u simuliranoj 
žučnoj otopini smrtnost stanica probiotika je bila niža u usporedbi s preživljavanjem u 
simuliranim želučanim uvjetima pri niskom pH. U većini slučajeva nije došlo do pada broja 
živih stanica prilikom inkubacije u simuliranim uvjetima žučne otopine, bez obzira da li su 
korištene slobodne ili inkapsulirane stanice (Heidebach i sur., 2012; Muthukumarasamy i sur., 
2006; Reid i sur., 2005; Favaro-Trindade i Grosso, 2002; Trindade i Grosso, 2000). Kako bi 
primjena mikroinkapsuliranih stanica probiotika bila moguća u prehrambenoj industriji, 
potrebno je osigurati da hidrokoloidi, koji se primjenjuju kao materijal za izradu matriksa, 
štite mikrobnu stanicu tijekom skladištenja u hrani i u uvjetima niskog pH, ali isto tako 
kapsule moraju biti probavljive nakon što se stanice probiotika otpuste u crijevima. 
Otpuštanje mikroinkapsuliranih bakterijskih stanica probiotika je neophodno za uspješnu 
interakciju stanica probiotika sa humanim intestinalnim ekosustavom, te zbog toga obavezan 
uvjet za uspješnu primjenu probiotika u funkcionalnoj hrani. S obzirom da je poroznost 
alginatnog gela dovoljno mala da zadržava stanice mikroorganizma unutar mreže gela 
(Heidebach i sur, 2012; Allan-Wojtas i sur., 2008), kvantitativno otpuštanje postiže se 
razgradnjom matriksa gela tijekom probave. 
 
2.3. MIKROINKAPSULACIJA PROBIOTIČKIH BAKTERIJA 
 
Primjena mikrokapsuliranih probiotičkih stanica u prehrambenim proizvodima je relativno 
novi pristup unutar probiotičkog koncepta. Primjenjene metode preuzete su iz tehnologije 
imobiliziranih stanica za mikroinkapsuliranje probiotika i optimizirane prema specifičnim 
zahtjevima važnim u zaštiti probiotičkih stanica u primjenjenoj hrani (Heidebach i sur., 2012; 
Tamime i sur., 2005). Glavni cilj je zaštitni učinak stanica mikroinkapsulacijom tj. očuvanje 
metaboličke aktivnosti, a time i sprječavanje snižavanja broja stanica probiotika uzrokovanog 
raznim čimbenicima stresa tijekom procesa proizvodnje, skladištenja i prolaska kroz 
intestinalni trakt (Heidebach i sur., 2012; Mattila-Sandholm i sur., 2002; Shah, 2000). 
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Mikroinkapsulacija je fizikalno kemijski ili mehanički proces (Kaur Sarao i Arora, 2017; 
Chen i Chen, 2007). Mikrobna stanica (no može biti i enzim ili neki drugi bioaktivni sastojak) 
koja se inkapsulira navodi se kao jezgra, a naziv „omotač“ ili nosač koristi se za matriks 
(najčešće hidrogel) u koji se jezgra raspršuje. Struktura nosača osigurava fizičku barijeru i na 
taj način štiti inkapsuliranu tvar. Inkapsulirane bioaktivne tvari mogu se koristiti za različite 
potrebe u prehrambenoj industriji kao što su „maskiranje“ okusa, boja i mirisa, kontrola 
reakcija oksidacije, produljenje roka trajanja, omogućavanje održivog i kontroliranog 
otpuštanja tvari. Mikroinkapsulacija probiotičkh stanica uglavnom se koristi za zaštitu živih 
stanica probiotika od nepoželjnih uvjeta okoline (Leboš Pavunc i sur., 2011; Champagne i 
Kailasapathy, 2008), te u konačnici daje strukturu omogućavajući nove funkcije ili inovativne 
sustave za probiotičke proizvode (Kaur Sarao i Arora, 2017; Poncelet i sur., 1993). 
Mikroinkapsulacijom se postiže stabilizacija bakterijskih stanica tj. poboljšava njihova 
aktivnost i stabilnost tijekom proizvodnje, skladištenja i korištenja. Postupak 
mikroinkapsulacije pridonosi dodatnoj zaštiti stanica laktobacila i bifidobakterija tijekom 
procesa rehidracije i liofilizacije (Heidebach i sur., 2012; Kim i sur., 1996). 
Svrha mikroinkapsulacije živih stanica probiotika je smanjiti neizbježan pad broja 
živih stanica dodatkom koncentrata probiotika u hranu, dok ne dosegnu ciljno mjesto 
djelovanja, odnosno dok ne dođu do crijeva. 
Pojedini sojevi sintetiziraju egzopolisaharide koji se mogu smatrati prirodnim mehanizmom 
mikroinkapsulacije. Međutim, većina bakterija mliječne kiseline koje sintetiziraju 
egzopolisaharide, ne proizvode ih u dovoljnim količinama za samostalnu i potpunu 
inkapsulaciju svojih stanica (Heidebach i sur., 2012; Shah, 2002). Mikrokapsula potpomaže 
fizičko izdvajanje od njenog mikrookoliša sve dok ona ne bude otpuštena u okolinu. Njome se 
ujedno i štiti stanica od okoliša i na taj način poboljšava njezina stabilnost i aktivnost tijekom 
skladištenja, te omogućava ravnomjerno i kontrolirano otpuštanje u okolinu. Stoga, otpuštanje 
stanica probiotika iz „mikrokapsule“ u crijeva trebalo bi biti osigurano, jer je kolonizacija 
gastrointestinalnog trakta važan zahtjev za izvršavanje utjecaja probiotika. Kapsule moraju 
biti dovoljno malene kako bi se izbjegao učinak na senzorička svojstva proizvoda za koji su 
namjenjene. 
 Mikroinkapsulirane stanice probiotika koje se primjenjuju u prehrambenoj industriji 
namjenjene su da zadrže stabilnost do same konzumacije. Veličina kapsula mora se detaljno 
razmotriti zbog mogućeg utjecaja na promjenu senzorskih svojstava hrane. Alginat, koji se 
najčešće koristi za inkapsulaciju probiotika, može se ekstrahirati iz stanične stijenke morskih 
algi. S obzirom da predstavlja izvor ugljikohidrata različitim morskim mekušcima, ljudi ga ne 
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mogu probaviti i ponaša se kao prehrambeno vlakno (Heidebach i sur., 2012; Brownlee i sur., 
2005). Za djelotvornu upotrebu probiotičkih mikrokapsula u prehrambenoj proizvodnji, 
potrebno je osigurati da hidrokoloidi, korišteni kao materijal za izgradnju matriksa, 
osiguravaju željeni efekt zaštite pri kiselim pH vrijednostima, te da su probavljivi, što 
omogućuje otpuštanje stanica probiotika u crijeva. 
Razvoj tehnologije koja uključuje inkapsulaciju živih stanica probiotika započinje 
biotehnološkim procesom uz primjenu tehnike imobiliziranih stanica (TIS). TIS se koristi u 
biotehnologiji i podrazumijeva imobilizaciju živih stanica unutar pora gela. Uspješno se 
koristila u raznim područjima fermentacije, uz najveću upotrebu u mliječnoj industriji, 
inokulaciji mlijeka za proizvodnju jogurta i sira, proizvodnji mliječne kiseline.  
Biopolimeri, kao što su alginat, gelan guma, karagenan, ksantan ili njihove mješavine 
prikladni su i najčešće upotrebljavani u TIS za potrebe mljekarstva jer imaju sposobnost da 
lako stvaraju hidrogel pri niskim koncentracijama 1% - tnih vodenih otopina (Heidebach i 
sur., 2012; Burey i sur., 2008).  
Za inkapsulaciju stanica probiotika mogu se koristiti različite tehnologije koje  
rezultiraju različitim veličinama mikrokapsula. Mikrokapsule širokog raspona veličine, od 0,2 
do 5000 µm, proizvedene su tehnikom emulgiranja, dok se kapsule veličine ne manje od 300 
µm proizvode metodom ekstruzije. 
Prema istraživanjima De Vos i suradnika (2010) specifični čimbenici, kao što su koncentracija 
mliječne i octene kiseline, smanjenje pH vrijednosti, prisutnost vodikovog peroksida i visoke 
koncentracije kisika, rezultiraju smanjenjem održivosti u mliječnim proizvodima kao što su 
jogurt i smrznuti deserti. Preživljavanja mikroorganizama u mliječnim proizvodima i 
gastrointestinalnom traktu može se povećati mikroinkapsulacijom bakterijskih stanica (Picot i 
Lacroix, 2004; Krasaekoopt i sur., 2003). Osim zaštite stanica od nepovoljnih uvjeta 
specifičnog mikrookoliša, glavni cilj mikroinkapsulacije stanica probiotika je omogućiti 
njihovo otpuštanje u crijevima u visokom broju preživjelih mikrobnih stanica uz očuvanje 
metaboličke aktivnosti. Fizikalno kemijske karakteristike mikrokapsula utječu na 
preživljavanje stanica probiotika.  
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2.3.1. Metode mikroinkapsulacije stanica probiotika 
 
Za mikroinkapsulaciju imobiliziranih stanica u mljekarstvu većinom se koriste dvije metode, 
tehnika ekstruzije i emulzije. Biopolimeri, kao što su alginat, gelan guma, ksantan, karagenan 
ili mješavina navedenih često se koriste kao materijali za geliranje, s obzirom da se niska 
koncentracija (0,75 – 4% ) vodenih otopina polimera  može podvrgnuti blagom ionotropnom i 
/ ili termičkom geliranju faze (Heidebach i sur., 2012; Krasaekoopt i sur., 2003). Posljednjih 
godina za mikroinkapsulaciju probiotičkih stanica, kao alternativa metodama inkapsulacije 
baziranim na tehnikama imobiliziranih stanica, primjenjuje se i tehnika sušenja raspršivanjem. 
 
Tehnika ekstruzije utemeljena je na pripremi hidrokoloidne vodene otopine, u koju se dodaju 
koncentrirane stanice mikroorganizma, i ekstruziju smjese hidrokoloidnih stanica kroz 
sapnicu koja formira kapljice koje padaju u otopinu za skrućivanje. Ako se koristi kalcijev 
alginat, geliranje se može postići ispuštanjem kapljica u otopinu CaCl2 (Heidebach i sur., 
2012; Krasaekoopt i sur., 2003). 
 
Tehnika emulzije je najprikladnija metoda za inkapsulaciju probiotičkih stanica, s obzirom na 
kontrolu i fleksibilnu prilagodbu veličine nastalih kapsula. Ova tehnika podrazumijeva 
emulgiranje malog volumena otopine mješavine hidrokoloidnih stanica (diskontinuirana faza) 
u veći volumen biljnog ulja (kontinuirana faza). Kada se formira emulzija vode u ulju, 
dispergirana mješavina hidrokoloidnih stanica prevodi se u netopljivi oblik i formira male 
kuglice unutar uljne faze (Heidebach i sur., 2012; Krasaekoopt i sur., 2003). Pri proizvodnji 
alginatnih kapsula, mikrokapsule se skrućuju sporim dodavanjem otopine CaCl2 u emulziju 
tijekom miješanja. Nakon što otopina kalcija dođe u kontakt sa dispergiranom alginatnom 
fazom, dolazi do trenutnog stvaranja gela. Na taj način, kinetika geliranja je nehomogena, što 
ponekad dovodi do stvaranja kapsula nepravilnog oblika (Heidebach i sur., 2012; Sheu i 
Marshall, 1993). 
 
2.3.2. Nosači koji se primjenjuju za mikroinkapsulaciju probiotičkih stanica 
Alginat je polisaharid ekstrahiran iz različitih vrsta algi koji se sastoji od β – D – manuronske 
i α – L – hijaluronske kiseline. Ovisno o izvoru alginata, sastav polimernog lanca razlikuje se 
u količini i rasporedu sekvencija. Ovi faktori određuju funkcionalne karakteristike alginata 
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koji se koristi kao pomoćni materijal. Prilikom mikroinkapsulacije najčešće se koriste 
alginatni hidrogelovi (Kaur Sarao i Arora, 2017; Rowley i sur., 1999). Na temelju istraživanja 
kojeg su 2003. godine proveli Krasaekoopt i suradnici najčešće se koristi kalcijev alginat kao 
materijal za inkapsulaciju stanica probiotika, s obzirom da je netoksičan, biokompatibilan, 
jeftin i jednostavan. Nedostaci alginata kao nosača su osjetljivost na kiselo okruženje, no ovi 
nedostaci mogu se prevladati upotrebom mješavine alginata s drugim polimernim tvarima 
(Kaur Sarao i Arora, 2017; Krasaekoopt i sur., 2003). 
κ-karagenan je prirodni polimer koji se koristi u prehrambenoj industriji. Stanice se dodaju u 
otopinu polimera pri temperaturi 40 – 50°C. Do stvaranja gela dolazi pri sobnoj temperaturi  
(Kaur Sarao i Arora, 2017; Krasaekoopt i sur., 2003), a dodatak kalijevih iona stabilizira 
formirane mikročestice. Prema istraživanju kojeg su proveli Dinakar i Mistry 1994. godine, 
probiotičke bakterijske stanice čuvaju se u održivom stanju inkapsulacijom u κ -karagenanu, 
dok su Chen i Chen 2007. godine objavili da su gelovi, dobiveni ovom metodom, lomljivi i ne 
mogu izdržati stresne uvjete.  
Škrob je polisaharid sastavljen od velikog broja glukoznih jedinica povezanih glikozidnim 
vezama. Škrob koji se ne probavlja u tankom crijevu enzimima gušterače kao što su amilaze, 
poznat je pod nazivom rezistentni škrob. Ova vrsta škroba može doći do debelog crijeva gdje 
se fermentira (Kaur Sarao i Arora, 2017; Anal i Singh, 2007; Sajilata i sur., 2006) što dovodi 
do boljeg otpuštanja stanica bakterija u debelom crijevu. Probiotičke bakterije mogu koristiti 
rezistentni škrob u debelom crijevu (Kaur Sarao i Arora, 2017; Mortazavian i sur., 2008). Za 
prianjanje stanica probiotika na granule škroba, rezistentni škrob služi kao idealna površina 
(Kaur Sarao i Arora, 2017; Anal i Sing, 2007). 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 
 
3.1. MATERIJALI 
3.1.1. Radni mikroorganizmi 
 
U ovom diplomskom radu, u in vitro eksperimentima, korištena su dva soja bakterija 
mliječne kiseline (Tablica 2). Sojevi su selekcionirani u Zbirci mikroorganizama Laboratorija 
za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Prehrambeno-biotehnološkog 
fakulteta, Sveučilišta u Zagrebu te se čuvaju pri -80°C u MRS tekućoj hranjivoj podlozi uz 
dodatak 15% (v/v) glicerola. Lactobacillus plantarum je autohtoni izolat iz dimljenog sira, a 
Lactococcus lactis iz svježeg sira. 
Tablica 2. Sojevi bakterija mliječne kiseline korišteni u ovom radu 
 
Bakterijski soj 
 
Oznaka soja 
 
Hranjiva podloga i uvjeti 
rasta 
 
Lactobacillus plantarum 
 
D13 
 
MRS, 37°C, anaerobno 
 
Lactococcus lactis 
 
 
ZG7-10 
 
M17, 30°C 
 
 
3.1.2. Hranjive podloge 
Tijekom rada su za održavanje, čuvanje i uzgoj bakterija mliječne kiseline korištene hranjive 
podloge  
 MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar sastava : pepton 10,0 g L-1; mesni ekstrakt 10,0 
g L
-1; kvaščev ekstrakt 5,0 g L-1; glukoza 20,0 g L-1; Tween 80 1,0 g L-1; 
MgSO4x7H2O 0,1 g L
-1
; MnSO4x7H2O  0,05 g L
-1
; natrijev-acetat 5,0 g L
-1
; agar 20,0 
g L
-1 
u destiliranoj vodi. pH vrijednost podloge iznosi 6,5, a sterilizacija se provodi pri 
121ºC tijekom 15 min. 
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 MRS bujon je istog sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara. 
 M17 agar sastava: tripsinski hidrolizat kazeina 2,5 (g L-1); pepton 2,5 (g L-1); sojin 
pepton 5 (g L
-1); kvaščev ekstrakt 2,5 (g L-1); mesni ekstakt 5 (g L-1); laktoza 5 (g L-1); 
natrijev glicerofosfat 19 (g L
-1
); magnezijev sulfat 0,25 (g L
-1
); askorbinska kiselina 
0,5 (g L
-1). pH vrijednost podloge iznosi 7,1, a sterilizacija se provodi pri 121°C 
tijekom 15 minuta. 
 M17 bujon je istog sastava kao podloga M17 agar, ali bez dodatka agara. 
 
3.1.3. Kemikalije 
 
U ovom eksperimentalnom radu korištene su kemikalije: 
 100 bp DNA Ladder standard, „Invitrogen“, SAD 
 agar, „Merck“, Njemačka 
 agaroza, „Appligane“, Francuska 
 akrilamid/bisakrilamid, „Sigma“, SAD 
 alginat, „Fluka“, Švicarska 
 amonij-perokosodisulfat (APS), „Kemika“, Hrvatska 
 biljno ulje, „Zvijezda“, Hrvatska 
 Dcode dye solution „BioRad“, SAD 
 EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix - (2x Premix) „Takara“, Japan 
 etanol, „Kemika“, Hrvatska 
 etidijev bromid, „Boehringer Manheim GmbH“, Mainheim 
 fenol-kloroform, „Sigma“, SAD 
 formamid „BioRad“, SAD 
 glicerol, „Alkaloid“, Makedonija 
 glukoza, „Kemika“, Hrvatska 
 goveđa žuč (oxgall), „Difco“, SAD 
 inulin, „Difco“, SAD 
 izopropanol, „Kemika“, Hrvatska 
 kalcijev klorid, „Fluka“, Švicarska 
 kazein, „Sigma“, SAD 
 κ-karagenan, „Sigma“, SAD 
 kloridna kiselina, „Kemika“, Hrvatska 
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 kompleksal III (etilendiamintetraoctena kiselina dinatrijeva sol-dihidrat), 
„Kemika“, Hrvatska 
 kvaščev ekstrakt, „Difco“, SAD, 
 laktoza, „Kemika“, Hrvatska 
 lizozim, „EuroBio“, Francuska 
 magnezijev klorid, „Kemika“, Hrvatska 
 magnezijev sulfat, „Alkaloid“, Makedonija, 
 manganov sulfat, „Merck“, Njemačka, 
 mesni ekstrakt, „Biolife“, Malazija, 
 natrijev acetat, „Kemika“, Hrvatska 
 natrijev citrat, „T.T.T.“, Hrvatska  
 natrijev dodecilsulfat, „Sigma“, SAD 
 natrijev hidroksid, „Kemika“, Hrvatska 
 natrijev klorid, „Kemika“, Hrvatska 
 „nuclease free“voda, „Takara“, Japan 
 obrano mlijeko u prahu, „Fluka“, Švicarska 
 pankreatin (165 U/mg) iz svinjske gušterače, „BioChemika“, Fluka, Švicarska 
 pepsin (P-700), „Sigma“, SAD 
 pepton, „Biolife“, Malazija 
 početnice „Invitrogen“, SAD 
 Ringerova otopina, „Merck“, Njemačka 
 RNase A, „Qiagen“, Španjolska  
 saharoza, Kemika“, Hrvatska 
 sorbitol, Kemika“, Hrvatska 
 TAE „BioRad“, SAD 
 TEMED (N, N, N`, N`-tetrametiletilen), „Sigma“, SAD 
 transglutaminaza ACTIVA® YG (100 U/g), „Ajinomoto“, Njemačka 
 Tris (hidroksimetil)-aminometan, „Carlo Erba“, Italija 
 Tween 80, „Sigma“, SAD, 
 urea „BioRad“, SAD 
 λ DNA HindIII standard, „Fermentas“, Kanada 
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3.1.4. Aparatura i pribor  
 
 DGGE system, „BioRad“, SAD 
 BioSpec Nano, „Shimatzu“, Japan 
 autoklav, „Sutjeska“, Jugoslavija 
 automatske pipete, „Eppendorf“, SAD 
 bagmixer, „Interscience“, Francuska 
 centrifuga Centric, „Tehtnica“, Slovenija 
 centrifuga s hlađenjem 5804R, „Eppendorf“, SAD 
 DNA-termoblok, Mastercyclerpersonal, “Eppendorf” 
 elektroforetska kadica, „BioRad“, SAD 
 ependorfice 
 epruvete 
 hladnjak, „Gorenje“, Slovenija 
 kivete za centrifugiranje; 15 ml, 50 ml 
 liofilizator Christ Alpha 1-2 LD plus, „Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen 
GmbH“, Njemačka 
 magnetska miješalica, „IKA-Werke GmbH& Co“, Njemačka 
 Petrijeve zdjelice 
 pH-metar, “Metrohm”, Švicarska 
 pinceta 
 „power supply“, „BioRad“, SAD 
 stalci za ependorfice 
 stalci za epruvete 
 termostat, „Instrumentarija“, Hrvatska 
 transiluminator MiniBIS Pro, „DNT“, Njemačka    
 tresilica, „New Brunswick Scientific“, SAD  
 vaga, „Sartorius“, Njemačka 
 vibro-mješač EV-100, „Kartell“, Italija 
 vodena kupelj, „Sutjeska“, Jugoslavija 
 zamrzivač (-80˚C), „New Brunswick Scientific“, SAD  
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3.2. METODE RADA  
 
3.2.1. Održavanje i čuvanje mikroorganizama 
 
Sojevi bakterija mliječne kiseline čuvani su pri -80°C u odgovarajućoj tekućoj hranjivoj 
podlozi uz dodatak 15% (v/v) glicerola. Dan prije eksperimenta sojevi se inokuliraju u svježu 
hranjivu podlogu te inkubiraju pri optimalnoj temperaturi rasta odnosno pri odgovarajućoj 
temperaturi. 
 
3.2.2. Izolacija kromosomske DNA 
 
Volumen od 1,5 mL prekonoćnih kultura bakterija mliječne kiseline centrifugira se 10 min 
pri 9000 o/min i resuspendira u 1 mL GTE pufera (25 mM TRIS + 10 mM EDTA + 50 mM 
glukoze). Stanice se resuspendiraju u 500 μL otopine GTE pufera, lizozima (8 mg/500 μl) i 
RNA-ze (50 μl ml-1) te inkubiraju 30 minuta pri 37°C. Zatim se dodaju: 250 μL SDS-a (2%) i 
vorteksira 1 min, 100 μL neutralnog fenol-kloroforma, vorteksira 30 sekundi i centrifugira pri 
13 000 o/min tijekom 5 minuta. Supernatant, bez interfaze, pomiješa se sa 1/10 volumena 3M 
natrijeva acetata (pH=4,8) i 1 volumenom izopropanola. Nakon inkubacije, koja traje 5 
minuta pri sobnoj temperaturi, slijedi centrifugiranje na 13 000 o/min tijekom 10 minuta. 
Talog se resuspendira u 300 μL otopine 0,3 M natrijeva acetata i 10 mM magnezijevog 
klorida te vorteksira. Nakon dodatka 700 μL apsolutnog etanola (ohlađenog na -20°C), uzorak 
se preko noći inkubira pri -20°C. Nakon toga slijedi centrifugiranje pri 14000 o/min tijekom 
20 minuta. Talog se suspendira u 75%-tnom etanolu (ohlađenom na -20°C) i ponovno 
centrifugira pri 13 000 o/min tijekom 5 minuta. Talog DNA se resuspendira u 25 μL TE 
(10mM Tris (pH 7,8) i 1mM EDTA) pufera, a koncentracija DNA se izmjeri pomoću BioSpec 
Nano uređaja. Koncentracija DNA za uzorak Lactobacillus plantarum D13 je iznosila 499,06 
ng l-1, a za Lactococcus lactis ZG7-10 454,59 ng l-1. 
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3.2.3. RAPD – PCR (engl. Random Amplified Polymorphic – DNA Polymerase chain 
reaction) 
 
DNA izolirana iz sojeva Lactobacillus plantarum D13 i Lactococcus lactis ZG7-10 
koristila se kao kalup za RAPD-PCR reakciju koja je provedena u DNA-termobloku, 
Mastercycler personal, “Eppendorf” (Leboš Pavunc i sur., 2010). Reakcijska smjesa se 
sastojala od DNA, početnice M13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’) (Martín-Platero i sur., 
2008), pufera bez MgCl2 (Biosystems, SAD), MgCl2 (Biosystems, SAD), Dntp (Invitrogen, 
SAD) i Taq polimeraze (Biosystems, SAD). Kao negativna kontrola da fragment dobiven 
nakon PCR reakcije nije produkt dimerizacije dviju početnica, korišten je uzorak bez DNA. 
Standard se sastojao od λ DNA HindIII (Fermentas, Canada) i 100 bp DNA Ladder 
(Invitrogen, SAD), a reakcija se odvijala prema uvjetima navedenim u Tablici 3, nakon čega 
su dobiveni PCR produkti razdvojeni u 1%-tnom agaroznom gelu elektroforezom pri 150 V 
tijekom 1 sata. Gel je obojan u etidijevom bromidu, koncentracije 0,5 μg mL-1 i vizualiziran 
ultraljubičastim svjetlom na transiluminatoru pri valnoj duljini od 254 nm upotrebom 
programa Gel Capture (Leboš Pavunc i sur., 2012). 
 
Tablica 3. Uvjeti provođenja PCR reakcije s M13 početnicom za RAPD-PCR 
Broj ponavljanja vrijeme T [
o
C] korak 
1 1 min 94 inicijalna denaturacija 
 
35 
1 min 94 denaturacija 
20 s 40 sparivanje 
80 s 72 polimerizacija 
1 5 min 72 završna elongacija 
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3.2.4. Elektroforeza u denaturirajućem gradijentu DGGE (engl. Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis) 
Izolacija kromosomske DNA iz odabranih izolata provedena je prema prethodno opisanoj 
metodi (3.2.3.), nakon čega je provedena PCR (eng. Polymerase Chain Reaction) reakcija za 
DGGE (eng. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) s univerzalnim bakterijskim 
početnicama HDA1 (5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3′) i HDA2 (5′-
GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3′) u uvjetima prikazanim u Tablici 4. Osim DNA i 
početnica, u reakcijskoj smjesi su se nalazili EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix - (2x 
Premix) i voda. Uzorak bez DNA korišten je kao negativna kontrola, kako fragment dobiven 
nakon PCR reakcije ne bi bio produkt dimerizacije dviju početnica. Standard se sastojao od λ 
DNA HindIII i 100 bp DNA Ladder. Dobiveni PCR produkti razdvojeni su u 1%-tnom 
agaroznom gelu elektroforezom pri 200 V. Gel je obojan u etidijevom bromidu i vizualiziran 
na transiluminatoru pri valnoj duljini od 254 nm upotrebom programa Gel Capture (Leboš 
Pavunc i sur., 2012).  
 
Tablica 4. Uvjeti provođenja PCR reakcije s univerzalnim HDA1 i HDA2 početnicama za 
DGGE 
Broj ponavljanja Vrijeme T (°C) Korak 
1 3 min 95 inicijalna 
denaturacija 
 
35 
30 s 95 denaturacija 
30 s 58 sparivanje 
40 s 72 polimerizacija 
1 5 min 72 završna elongacija 
 
 
Nakon utvrđivanja prisutnosti PCR produkata provedena je DGGE elektroforeza na 
poliakrilamidnom gelu gradijenta denaturirajućeg agensa 30-70% koji je pripremljen 
miješanjem reagensa prema proračunu za različite gradijente kako je prikazano u Tablici 5. 
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Neposredno prije nanošenja  gela u suspenziju je dodano 130 μL 0,1 g mL-1 APS-a i 5,8 μL 
TEMED-a. U suspenziju višepostotnog gela dodana je plava boja Dcode dye solution (300 
μL) kako bi se te dvije suspenzije razlikovale. Kao uzorci korišteni su PCR produkti svakog 
soja, a kao standard združeni sojevi L. brevis, L. fermentum, L. plantarum i Lactococcus 
lactis. Nanošenje uzoraka započelo je pri 58°C, a sama elektroforeza pri 60°C. DGGE 
elektroforeza prvih 10 minuta se provodila pri 30V kako bi se uzorci spustili na dno jažica, a 
nakon toga 3 sata pri 80V (Slika 2). Nakon završene elektroforeze gel je obojan u etidijevom 
bromidu koncentracije 0,5 μg mL-1 i vizualiziran na transiluminatoru pri valnoj duljini od 254 
nm upotrebom programa Gel Capture (Leboš Pavunc i sur., 2012).  
 
 
 
Slika 2. Prikaz aparature za provođenje DGGE elektroforeze 
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Tablica 5. Prikaz proračuna reagenasa potrebnih za dobivanje gela različitog gradijenta 
 
Priprema gela za DGGE (volumena 34mL) 
Reagens Početna 
koncentracija 
Konačna 
koncentracija 
100% 0% 
Urea  7M 7,14 g / 
Formamid  40 6,8 mL / 
TAE 50x 1x 340 μL 34 μL 
Akrilamid/bisakrilamid 40% 8% 3,4 mL 3,4 mL 
Voda   Nadopuniti do ukupnog volumena 
UKUPNI VOLUMEN   17 mL 17 mL 
 
 
3.2.5. Mikroinkapsulacija odabranih sojeva bakterija mliječne kiseline u alginatu 
 
Prekonoćne kulture sojeva, L. plantarum D13 i L. lactis ZG7-10 uzgojene su 
propagacijom u 300 ml odgovarajućeg bujona pri odgovarajućoj temperaturi. Stanice su 
centrifugirane 10 min pri 4200 o/min (4°C), a zatim su isprane dva puta s 10 ml fiziološke 
otopine. Talog stanica je, nakon određivanja početnog broja indirektnom metodom, 
resuspendiran u istom volumenu 2%-tnog (v/w) natrijevog alginata. Smjesa bakterijskih 
stanica i alginata je postepeno dodana u 1%-tnu otopine kalcijevog klorida uz miješanje na 
magnetnoj miješalici, prilikom čega je došlo do formiranja mikrokapsula (Slika 3). Kuglice su 
ostavljene 1 sat na magnetnoj miješalici da očvrsnu, zatim su isprane dva puta fiziološkom 
otopinom nakon čega je uslijedilo određivanje broja mikroinkapsuliranih stanica 
oslobađanjem iz mikrokapsula pomoću 2%-tnog (v/w) natrijevog citrata (prilagođeno prema 
Li i sur., 2009). Broj stanica je određen indirektnom metodom, odnosno nacjepljivanjem 
decimalnih razrjeđenja suspenzija bakterijskih stanica u fiziološkoj otopini na MRS agar u 
obliku kapi (10 µL) u dvije paralele. Nakon 48 h anaerobne inkubacije pri 37°C, izbrojane su 
porasle kolonije te je izračunat broj bakterijskih stanica (CFU) po gramu mikroinkapsuliranih 
stanica. 
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Slika 3. Prikaz bakterijskih stanica mikroinkapsuliranih u alginatu 
 
3.2.6. Mikroinkapsulacija odabranih sojeva bakterija mliječne kiseline u κ-karagenanu 
Prekonoćne kulture sojeva L. plantarum D13 i L. lactis ZG7-10 uzgojene su propagacijom u 
300 ml odgovarajućeg bujona pri odgovarajućoj temperaturi. Stanice su centrifugirane 10 min 
pri 4200 o/min  (4°C), a zatim su ispirane dva puta s 10 ml fiziološke otopine. Talog stanica 
je, nakon određivanja početnog broja indirektnom metodom, resuspendiran u istom volumenu 
2%-tne (v/w) otopine κ-karagenana. Smjesa bakterijskih stanica i κ-karagenana je postepeno 
dodana u 1% - tnu otopine kalcijevog klorida uz miješanje na magnetnoj miješalici. Talog je 
ispran dva puta fiziološkom otopinom te je određen broj stanica indirektnom metodom, 
odnosno nacjepljivanjem decimalnih razrjeđenja suspenzija bakterijskih stanica u fiziološkoj 
otopini na MRS agar u obliku kapi (10 µL) u dvije paralele. Nakon 48 h anaerobne inkubacije 
pri 37°C, izbrojane su porasle kolonije te je izračunat broj bakterijskih stanica (CFU) po 
gramu mikroinkapsuliranih stanica. 
 
 
 
26 
 
3.2.7. Mikroinkapsulacija odabranih sojeva bakterija mliječne kiseline u kazeinu  
djelovanjem transglutaminaze 
Prekonoćne kulture sojeva L. plantarum D13 i L. lactis ZG7-10 uzgojene su propagacijom u 
300 ml odgovarajućeg bujona pri odgovarajućoj temperaturi. Stanice su centrifugirane 10 min 
pri 4200 o/min (4°C), a zatim su ispirane dva puta s 10 ml fiziološke otopine. Talog stanica je, 
nakon određivanja početnog broja indirektnom metodom, resuspendiran u 15%-tnoj otopini 
kazeina (2 grama taloga/28 grama kazeina), a nakon toga je dodan enzim transglutaminaza 
(10 U transglutaminaze/g kazeina). Nakon dodatka transglutaminaze, smjesa stanica i kazeina 
je dodana u 150 ml temperiranog (40°C) biljnog ulja te je provedeno miješanje na magnetnoj 
miješalici uz grijanje (40°C) pri 900 g/min tijekom 2 sata. Nastala suspenzija je odvojena od 
uljne faze centrifugiranjem pri 500 g/min tijekom 1 minute. Dobivene mikrokapsule su 
resupendirane u Ringerovoj otopini. Broj mikroinkapsuliranih stanica određen je indirektnom 
metodom resuspendiranjem u fiziološkoj otopini i razbijanjem u Bag-mixeru.  
 
3.2.8. Liofilizacija mikroinkapsuliranih stanica uz dodatak različitih lioprotektora 
S ciljem odabira najboljeg lioprotektora za postizanje što većeg broja preživjelih stanica 
tijekom liofilizacije mikroinkapsuliranih stanica, korišteni su različiti lioprotektori. 
Mikroinkapsulirane stanice su dodane u obrano mlijeko (10% w/v), inulin (10% w/v), 
saharozu (10% w/v), laktozu (10% w/v) i sorbitol (10% w/v), pojedinačno. Uzorci su 
zamrznuti na -80°C tijekom 2 sata, nakon čega je proveden proces liofilizacije u uređaju 
Christ Alpha 1-2 LD plus, „Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH“. Broj živih 
stanica je određen prije i poslije liofilizacije indirektnom metodom, odnosno nacjepljivanjem 
priređenih decimalnih razrjeđenja u Petrijeve zdjelice s odgovarajućom hranjivom podlogom. 
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3.2.9. Preživljavanje mikroinkapsuliranih i liofiliziranih sojeva bakterija mliječne 
kiseline  tijekom prolaska kroz simulirane uvjete gastrointestinalnog trakta 
 
3.2.9.1. Priprava simuliranog želučanog soka i soka tankog crijeva 
 
Simulirani želučani sok je pripravljen suspendiranjem pepsina (3,0 g L-1) u 0,5% otopini 
natrijevog klorida, kojoj je pH vrijednost podešena na 2.0 s koncentriranom kloridnom 
kiselinom. Simulirani sok tankoga crijeva je pripravljen suspendiranjem pankreatina 
(1,0 g L
-1) i žučnih soli (3,0 mg mL-1 goveđe žuči) u 0,5% otopini natrijeva klorida, kojoj je 
pH vrijednost podešena na 8.0 s natrijevom lužinom (Kos, 2001). 
 
3.2.9.2. Učinak simuliranog želučanog soka i soka tankog crijeva na preživljavanje 
 
Liofilizirane mikroinkapsulirane stanice bakterijskih sojeva Lactobacillus plantarum D13 i 
Lactococcus lactis ZG7-10, su izložene djelovanju želučanog soka (pH=2) tijekom 2 sata, a 
zatim su centrifugirane pri 3500 o/min i resuspendirane u simuliranom soku tankoga crijeva 
(3 mg mL
-1
 goveđe žuči) tijekom 3 sata (Kos, 2001). Broj preživjelih stanica određen je 
indirektnom metodom. 
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4. REZULTATI I RASPRAVA 
4.1. MIKROINKAPSULACIJA ODABRANIH SOJEVA BAKTERIJA 
MLIJEČNE KISELINE U RAZLIČITIM NOSAČIMA 
 
Bakterijski sojevi Lactobacillus plantarum D13 i Lactococcus lactis ZG7-10 su izolirani 
iz tradicionalno proizvedenih sireva i u budućnosti će se koristiti kao funkcionalne starter 
kulture za kontroliranu proizvodnju sireva pa je u ovom radu provedeno ispitivanje različitih 
načina njihove proizvodnje. Budući da će se ti sojevi koristiti u kombinaciji s drugim 
sojevima, potrebno je imati mogućnost potvrde prisutnosti korištenih sojeva te njihovo 
međusobno razlikovanje u gotovom proizvodu. U tu svrhu su u ovom radu provedene DGGE i 
RAPD metode. Primjenom gel elektroforeze u denaturirajućem gradijentu (eng. Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis, DGGE) moguće je razlikovati bakterijske rodove, ali i vrste 
unutar istog bakterijskog roda.  
DGGE elektroforeza je provedena s dva gela koja imaju različite gradijente denaturirajućih 
agensa (30 do 70%; 40 do 60%). Tijekom odvijanja DGGE umnoženi su dijelovi DNA 
analiziranih sojeva, denaturirani i razdvojeni prema molekulskoj masi. Kao standard je 
korištena DNA svih ispitivanih sojeva bakterija mliječne kiseline. Na Slici 4 su prikazani 
rezultati na 30% do 70%-tnom gelu. 
Kao standard su korišteni združeni sojevi Lactobacillus brevis D6, Lactobacillus fermentum 
D12, Lactobacillus plantarum D13 i Lactococcus lactis ZG7-10. Uspoređivanjem bakterijskih 
sojeva Lactobacillus plantarum D13 i Lactococcus lactis ZG7-10, koji su korišteni u ovom 
radu, vidi se da se njihove vrpce podudaraju s dvije vrpce iz standarda, čime se potvrđuje da 
uzorci pripadaju različitim vrstama, odnosno da su to Lactobacillus plantarum D13 i 
Lactococcus lactis ZG7-10.  
 
 
 
 
29 
 
 
Slika 4. Rezultati DGGE elektroforeze bakterijskih sojeva Lactobacillus plantarum D13 i 
Lactococcus lactis ZG7-10 
 
RAPD je vrsta PCR reakcije u kojoj su dijelovi DNA nasumično umnoženi. Za provođenje 
same reakcije koriste se proizvoljne, kratke početnice veličine 8-12 nukleotida. RAPD metoda 
omogućava razlikovanje genetički različitih bakterijskih sojeva bez poznavanja njihove 
genomske sekvence. Polimorfizmi u sekvencama DNA različitih bakterija mogu se detektirati 
zahvaljujući varijacijama u mjestima vezanja početnica na DNA te zbog razlika u duljinama 
umnoženih fragmenata. Nakon provedene RAPD metode, na temelju položaja DNA vrpci na 
gelu vidljive su razlike među pojedinim sojevima. 
Na Slici 5 su prikazani fragmenti DNA bakterijskih sojeva Lactobacillus plantarum D13 i 
Lactococcus lactis ZG7-10, dobiveni RAPD metodom što pokazuje da se i ova metoda može 
koristiti za razlikovanje bakterijskih sojeva. Prema dobivenim rezultatima PCR reakcija 
vidljivo je da u negativnoj kontroli ne dolazi do dimerizacije korištenih početnica pa su 
dobivene DNA vrpce pozitivan rezultat PCR reakcije. 
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Slika 5. DNA profili sojeva bakterija mliječne kiseline (Lactobacillus plantarum D13 i 
Lactococcus lactis ZG7-10) nakon provedene RAPD-PCR reakcije 
 
Budući da je cilj ovog rada bio optimirati biotehnološku proizvodnju sojeva Lactobacillus 
plantarum D13 i Lactococcus lactis ZG7-10, provedena je mikroinkapsulacija tih sojeva u 
različitim nosačima. Kao nosači korišteni su alginat, κ-karagenan i kazein s djelovanjem 
enzima transglutaminaze (Slika 6). 
 Mikroinkapsulacija je postupak kojim se bakterijske stanice štite od različitih 
nepovoljnih uvjeta okoline (svjetlost, vlaga, kisik) (Pourashouri i sur., 2014; Mahdavi, 2014). 
Upotreba različitih nosača može rezultirati različitim fizikalno-kemijskim karakteristikama, 
ovisno o strukturi i karakteristikama samog nosača. 
Alginat je prirodno proizveden polisaharid ekstrahiran iz različitih vrsta algi koji se često 
koristi za mikroinkapsuliranje probiotika zbog svoje biokompatibilnosti, ekonomičnosti, 
jednostavnosti, netoksičnosti i dobre razgradnje (Iravani i sur., 2014; Mortazavian i sur., 
2007). κ-karagenan je prirodni polimer koji se koristi u prehrambenoj industriji te pri sobnoj 
temperaturi pokazuje svojstvo stvaranja gela (Kaur Sarao i Arora, 2017; Krasaekoopt i sur., 
2003), dok se kazein, koji je također prirodni polimer, koristi za mikroinkapsulaciju u 
mliječnim proizvodima (Iravani i sur., 2014; Picot i Lacroix, 2004).  
31 
 
 
 
Slika 6. Usporedba učinkovitosti mikroinkapsulacije stanica odabranih sojeva BMK 
Lactobacillus plantarum D13 i Lactococcus lactis ZG7-10 u različitim nosačima: alginatu 
(░), κ-karagenanu (▒) i kazeinu djelovanjem transglutaminaze (▓) izražene kao razlika 
logaritamskih vrijednosti (Δlog CFU/ml) prije i nakon postupka mikroinkapsulacije 
 
Usporedba dobivenih rezultata za učinkovitost mikroinkapsulacije u različitim nosačima 
(Slika 6) pokazuje kako je alginat najučinkovitiji nosač za oba bakterijska soja jer je uz njega 
dobivena najmanja smrtnost stanica, 0,219 log jedinica za soj L. plantarum D13 te 0,16 log 
jedinica za soj L. lactis ZG7-10. κ – karagenan se pokazao kao najmanje učinkovit nosač 
pogotovo za soj L. lactis ZG7-10 jer je za taj soj smrtnost iznosila 0,9 log jedinica.  
Istraživanje koje su proveli Talwalkar i Kailasapathy 2003. godine pokazalo je da 
mikroinkapsulacija u alginatu omogućava značajnu zaštitu probiotika pri aerobnim uvjetima 
za nekoliko probiotičkih sojeva i na taj način omogućava visoku stopu preživljavanja 
inkapsuliranih stanica tijekom skladištenja u jogurtu (Heidebach i sur., 2012). 
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4.2. LIOFILIZACIJA MIKROINKAPSULIRANIH STANICA UZ DODATAK 
RAZLIČITIH LIOPROTEKTORA 
 
Budući da se kao najbolji nosač za mikroinkapsulaciju pokazao alginat, istraživanje je 
nastavljeno ispitivanjem najboljeg lioprotektora koji će imati najveći zaštiti učinak tijekom 
liofilizacije sojeva Lactobacillus plantarum D13 i Lactococcus lactis ZG7-10, 
mikroinkapsuliranih u alginatu. 
 Liofilizacija je proces koji započinje zamrzavanjem mikroorganizama nakon čega 
slijedi sublimacija (primarno sušenje) i desorpcija (sekundarno sušenje) kako bi se smanjio 
sadržaj vode (Mendoza i sur., 2013; Schoug Bergenholtz i sur., 2012). Liofilizacija se obično 
koristi za očuvanje i skladištenje starter kultura koje se koriste u mliječnoj industriji. Ove 
tehnike mogu dovesti do nepoželjnih nuspojava, kao što su oštećenja membrane, proteina i 
denaturacija enzima te oštećenja DNA (Kandil i El Soda, 2015; Stummer i sur., 2012; Meng i 
sur., 2008). Korištenje lioprotektora je važno za poboljšavanje preživljavanja stanica, a kao  
lioprotektori se mogu koristiti različiti ugljikohidrati (dekstran, trehaloza, saharoza, laktoza, 
glukoza), alkoholi (sorbitol, glicerol), aminokiseline, proteini (sirutke) i obrano mlijeko, koji 
svojim djelovanjem inhibiraju intracelularno formiranja leda, oštećenja membrana, 
denaturaciju proteina i time smanjuju oštećenja stanica (Savini i sur., 2010; Ming i sur., 2009; 
Schoug i sur., 2006; Zayed i Roos, 2004; Hubalek, 2003). 
 U ovom radu su kao lioprotektori korišteni laktoza, inulin, saharoza, sorbitol i 
obrano mlijeko.  
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Slika 7. Preživljavanje probiotičkih stanica soja Lactobacillus plantarum D13 (Δlog CFU/ml) 
uz primjenu različitih lioprotektora 
 
 
 
 
Slika 8. Preživljavanje probiotičkih stanica soja Lactococcus lactis ZG7-10 (Δlog CFU/ml) 
uz primjenu različitih lioprotektora 
 
Rezultati istraživanja pokazuju kako se za oba soja kao najbolji lioprotektor pokazalo obrano 
mlijeko jer je smrtnost stanica za soj Lactobacillus plantarum D13 iznosila 0,01 log jedinica 
(Slika 7), a za soj Lactococcus lactis ZG7-10 0,09 log jedinica (Slika 8). 
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Mendoza i suradnici su 2013. godine proveli ispitivanje osjetljivosti četiri različita soja 
bakterija mliječne kiseline na liofilizaciju korištenjem devet različitih lioprotektora: laktoza 
(10% w/v), saharoza (10% w/v), obrano mlijeko (10% w/v), koncentrat proteina sirutke (10% 
w/v), laktoza (5% w/v) + saharoza (5% w/v), obrano mlijeko (5% w/v) + laktoza (5% w/v), 
obrano mlijeko (5% w/v) + saharoza (5% w/v), koncentrat proteina sirutke (5% w/v) + 
laktoza (5% w/v) i koncentrat proteina sirutke (5% w/v) + saharoza (5% w/v). Bakterijske 
vrste Lactobacillus plantarum i Lactococcus lactis su pokazale visoki postotak preživljavanja 
korištenjem samih šećera kao lioprotektora ili u kombinaciji šećera i obranog mlijeka. 
Preživljavanje stanica svih ispitivanih sojeva tijekom skladištenja pri temperaturi 4°C bilo je 
puno veće nego pri 25°C, dok je bakterija vrste Lactococcus lactis tijekom skladištenja pri 
temperaturi 4°C pokazala visoki postotak preživljavanja primjenom svih lioprotektora. 
Nakon odabira obranog mlijeka kao najboljeg lioprotektora provedeno je istraživanje 
preživljavanja bakterija mliječne kiseline u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta. 
Stanice odabranih bakterijskih kultura mikroinkapsulirane u alginatu i liofilizirane uz dodatak 
10%-tnog obranog mlijeka kao lioprotektora, izložene su djelovanju želučanog soka tijekom 2 
sata te resuspendirane u simuliranom soku tankoga crijeva tijekom 3 sata (Tablica 6). Kako bi 
unaprijedili svoje blagotvorne učinke na zdravlje domaćina, probiotici moraju preživjeti 
prolazak kroz nepovoljne uvjete gastrointestinalnog trakta i doći do debelog crijeva u 
odgovarajućim koncentracijama kako bi se kolonizirali i proliferirali (Li i sur., 2011). 
Preporuča se da probiotički pripravci moraju sadržavati žive mikrobne stanice u 
koncentracijama od 10
8
-10
9
 CFU/g neposredno prije oralne primjene, kako bi se osiguralo da 
dovoljan terapeutski minimum od 10
6
-10
7 CFU/g dođe do debelog crijeva (Nazzaro i sur., 
2009).  
 Kako bi se probiotičke mikrokapsule učinkovito koristile u prehrambenim 
proizvodima, potrebno je osigurati da nosači ne pokazuju samo zaštitni učinak tijekom 
skladištenja u hrani i pri nepovoljnim uvjetima proizvodnje, nego da omogućuju otpuštanje 
probiotičkih stanica iz mikrokapsula u željenom odredištu. Ovo otpuštanje je bitan korak za 
učinkovitu interakciju probiotičkih stanica s humanim intestinalnim ekosustavom i stoga je 
nužan preduvjet za uspješnu primjenu probiotika u funkcionalnoj hrani. 
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Tablica 6. Usporedba preživljavanja mikroinkapsuliranih i liofiliziranih bakterijskih sojeva 
Lactobacillus plantarum D13 i Lactococcus lactis ZG7-10 u simuliranim uvjetima 
gastrointestinalnog trakta 
 
 
Bakterijski 
sojevi 
Broj živih stanica (CFU/ml): 
Prije 
izlaganja 
simuliranom 
soku želuca 
(N0) 
Nakon 
izlaganja 
simuliranom 
soku želuca 
(N) 
Smrtnost 
stanica 
(Δlog 
N0-N) 
Prije 
izlaganja 
simuliranom 
soku želuca 
+ 
simuliranom 
soku tankog 
crijeva (N0) 
Nakon 
izlaganja 
simuliranom 
soku želuca 
+ 
simuliranom 
soku tankog 
crijeva (N) 
Smrtnost 
stanica 
(Δlog N0-
N) 
Lactobacillus 
plantarum D13 
2,50 x 10
10
 9,68 x 10
9
 0,42 2,50 x 10
10
 5,80 x 10
9
 0,63 
Lactococcus 
lactis ZG7-10  
8,96 x 10
9
 1,48 x 10
9
 0,782 8,96 x 10
9
 9,55 x 10
8
 0,972 
 
Dobiveni rezultati pokazuju kako je veće preživljavanje bakterijskih sojeva samo 
nakon prolaska kroz želučani sok nego nakon izlaganja simuliranim uvjetima cijelog 
gastrointestinalnog trakta za oba soja, ali je preživljavanje soja Lactobacillus plantarum D13 
u oba slučaja bolje od soja  Lactococcus lactis ZG7-10 kod kojeg je došlo do veće smrtnosti 
stanica.  
Dobiveni rezultati pokazuju visoko preživljavanje ispitivanih bakterijskih sojeva, što je u 
skladu s drugim istraživanja pa su tako Annan i sur. (2008), Picot i Lacroix (2004) te Guerin i 
sur. (2003) objavili povećanje preživljavanja probiotičkih stanica tijekom izlaganja uvjetima 
gastrointestinalnog trakta, kada su stanice bile mikroinkapsulirane. No, Muthukumarasamy i 
sur. (2006), Reid i sur. (2005), Favaro-Trindade i Grosso (2002) te Trindade i Grosso (2000) 
nisu uočili takav zaštitni učinak mikroinkapsulacije. 
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5. ZAKLJUČCI 
 
1. Mikroinkapsulacija u alginatu pokazala se uspješnom metodom mikroinkapsulacije 
sojeva Lactobacillus plantarum D13 i Lactococcus lactis ZG7-10. 
 
2. Mikroinkapsulirani sojevi Lactobacillus plantarum D13 i Lactococcus lactis ZG7-10 
najbolje preživljavaju proces liofilizacije uz dodatak obranog mlijeka kao 
lioprotektora.  
 
3. Nakon izlaganja simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta, oba liofilizirana 
mikroinkapsulirana soja su pokazala visoki stupanj preživljavanja, odnosno 
koncentraciju stanica veću od 108 CFU/g. 
 
4. RAPD i DGGE analizama je moguće razlikovati bakterije iz rodova Lactobacillus i 
Lactococcus. 
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